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"COMPOSITION POUR LE TRAITEMENT DE TUMEURS ET 
1 ' IMMUNISATION D* ORGANISMES A L 1 ENCONTRE DE TUMEURS " . 

La presente invention a pour objet une 
composition pour le traitement de tumeurs et 
5 1 9 immunisation d ■ organismes a 1 ' encontre de tumeurs, 

II a ete etabli tres recenunent, par di verses 
equipes scientif igues , que 1' injection localisee dans 
des organismes , atteints par une tumeur, de cellules 
tumorales syngeniques produisant une interleukine 
10 permettait le re jet de cette tumeur par l'organisme. 

Ceci a ete mis en evidence pour 1 1 interleukine- 
2 par Bubenik et ah { Immunology Letters, 19, 279- 
282, 1988; Immunology Letters, 23, 287-292, 1989) et 
confirme notamment par Fearon et al . (Cell., 60, 397- 
15 403, 1990) et par Ley et al . , (European Journal of 
Immunology 1991, 21 : 851-854; Res. Immunol., 1990, 
141: 855-863). 

Les auteurs de ces articles mentionnent que le 
re jet s'accompagne d'une memorisation de la reponse. 
20 L ' animal est ainsi vaccine contre le developpement 
ulterieur d'une tumeur d'un meme type, meme si celle- 
ci a ete greffee sur un site different . 

Des cellules cancereuses syngeniques produisant 
1 ' Interleukine-4 orit aussi ete testees avec des 
25 resultats semblables , comme le rapportent Golumbek 
(Science, 254, 713 - 716, 1991) et Tepper et al. 
(Cell, 57, 503-512, 1989) ainsi que des cellules 
produisant le facteur de necrose des tumeurs (TNF) 
comme le decrit Blankenstein et al . ( J. Exp. Med., 
30 173, 1047-1052, 1991). 

II a aussi ete evoque (Pardoll, Current Opinion 
in Oncology, Vol.4, N*6, 1124-1129, 1992) la 
possibility de co-introduire dans des cellules 
tumorales issues de l'organisme a traiter, d'une part 
35 des genes codant pour des cytokines et, d' autre part, 
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des genes suicides tels que le gene de la thymidine- 
kinase du virus de l'herpes (HSVTK) . 

L'auteur mentionne que cette strategie est 
particulierement compliquee et necessiterait la 
5 transduction de 100% des cellules . 

Cette strategie a neanmoins ete testee dans la 
demande PCT/US 91/06 612 au nom de THE JOHN HOPKINS 
UNIVERSITY et THE UNIVERSITY OF TEXAS SYSTEM qui a 
pour objet des compositions destinees a potentialiser 
10 la reponse immunitaire a l'encontre d'une tumeur, 
comprenant des cellules issues de cette tumeur: 

- qui expriment un polypeptide immunopoten- 
tialisateur , et 

- possedent un gene susceptible de tuer ces 
15 cellules, ou gene suicide. 

Le polypeptide immunopotentialisateur peut etre 
une cytokine telle qu'une interleukine 1 ou 2 . Le gene 
suicide peut etre par exemple le gene de la thymidine- 
kinase. 

20 Les compositions cellulaires objets de cette 

demande sont issues de l'organisme a traiter et sont 
done syngeniques pour cet organisme. Elles ne 
comprennent pas de virus . 

Les systemes decrits dans ces publications 

25 presentent des inconvenients en vue de leur 
application a l'honune . 

En ef f et , dans toutes ces publications , les 
cellules produisant les interleukines sont des 
cellules de l'individu ou d'un individu syngenique , 

30 qui ont ete modifiees afin qu' elles expriment 
1 ' interleukine . 

Dans le cas d'une therapie humaine , un 
inconvenient de cette methodologie reside dans le fait 
que les cellules exprimant 1 • interleukine et injectees 

35 a l'organisme risquent de continuer a se developper 
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meme apres le re jet de la tumeur . 

Afin de pallier cet inconvenient , une methode 
de traitement therapeutique a ete testee , qui consis- 
te a injecter a I'organisme des cellules allogeniques 
ou xenogeniques exprimant des genes leur permettant de 
produire in vivo une ou plusieurs substances 
biologiquement actives, telles que de 1 ' Interleukine-2 
(voir la demande de brevet FR 91 14 119 du 15 Novembre 
1991 intitulee " Composition cellulaire pour le 
traitement des organismes humains ou animaux") . 

Cette methode permet un traitement trans itoire 
de rorganisme par ces substances , car les cellules , 
du fait de leur nature immunologique, sont rejetees 
par l'organisme . 
15 Ce traitement a ete teste par injection a 

proximite de cellules tumorales ( tumeur LPB ) de 
cellules allogeniques produisant de 1 1 Interleukine-2 , 
9 jours apres inoculation par les cellules tumorales • 
On observe un effet benefique se traduisant par un 
20 ralentissement de la croissance tumorale sur quelques 
jours . 

Cet effet est transitoire et ne permet pas 
tou jours, dans les conditions utilisees , d'induire 
une memorisation immunitaire specifique de la cellule 
25 tumorale inoculee. En effet, chez les animaux ainsi 
traites , 1 ' inoculation ulterieure de la meme cellule 
tumorale ( tumeur de Lewis ) peut se traduire par une 
croissance tumorale • 

En outre, 1* effet observe , c'est-a-dire le 
30 ralentissement de la croissance tumorale , n'est pas 
toujours suffisant pour provoquer 1 B elimination dans 
1* ensemble de la masse tumorale • 

On remarquera que , dans toutes les experiences 
decrites dans l'etat de la technique , on mesure 
35 generalement l f absence de croissance tumorale sur un 
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animal sain et tres rarement sur des tumeurs 
preetablies . Ainsi , GOLUMBEK et al,( ( 1991) 
Science, 254, 713-716) et PORGADOR et al . { (1992) 
Cancer Res. 52; 3679-3685) , ont dans les deux cas 
5 injecte une composition dans le but de traiter une 
tumeur preetablie , mais au moment du traitement la 
tumeur preetablie n'etait ni visible ni decelable 
macroscopiqueraent • 

Dans une approche differente TROJAN et al • , 

10 ((1992) Proc. Natl. Acad. Sci . , USA, 89, 4874-4878 , 

(1993) Science, 259, 94-97) ont modifie 

1 ■ immunogenicite d'une tumeur chez le rat ( gliome) en 
trans fectant les cellules tumorales avec un vecteur 
codant pour un DNA complementaire antisens de I'IGFl 

15 (Insulin-like * Growth Factor 1). Les auteurs 
mentionnent que 1' injection de ces cellules modifiees 
se traduit par 1" absence de tumorigenicite et par un 
effet a distance sur une tumeur preetablie 
Neanmoins, cette approche est limitee a des cellules 

20 tumorales secretant de 1 ' IGF comme facteur autocrine 
de croissance et elle necessite une manipulation de 
chaque cellule tumorale pour generer une reponse 
immunitaire specifique . 

Une autre proposition basee sur l f infection de 

25 cellules tumorales par un retrovirus portant le gene 
codant pour la thymidine kinase de 1 'herpes a ete 
testee sur deux modeles . Dans le premier modele Culver 
et al. ((1992) Science, 256, 1550-1552) developpent 
une approche therapeutique dams laquelle on injecte, 

30 dans un gliome ( tumeur du cerveau) de rat, des 
cellules xenogeniques produisant un vecteur 
retroviral, dans lequel le gene codant pour la 
thymidine kinase de l 1 herpes a ete insere. Apres 
production locale de particules virales TK + , qui vont 

35 infecter les cellules a croissance rapide ( cellules 
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tumorales ) , le traitement systemique par le 
Ganciclovir ( Merck Index, reference 4262) induit une 
regression massive de la masse turaorale preetablie, 
Cependant, 1'efficacite de ce type de traitement n'est 
5 pas totale , puisque dans 1' experience decrite, 
seulement onze animaux sur les quatorze traites voient 
une regression tumorale complete macroscopique et 
raicroscopique . De plus, on injecte un petit nombre de 
cellules tumorales (4 x 10 4 cellules) et le traitement 
10 (injection de cellules f ibroblastiques produisant des 
particules virales TK + ) est effectue tres tot ( des le 
cinquieme jour ) apres 1 ■ inoculation des cellules 
tumorales • L' inconvenient principal reste neanmoins 
que l'on n'a pas observe dans ce modele de memoire 
15 immunitaire vis-a-vis d'une inoculation secondaire des 
memes cellules tumorales . 

Le second modele developpe une approche 
relativement similaire a celle precitee . On traite 
des tumeurs hepatiques etablies et macroscopiques par 
20 injection intratumorale de fibroblastes xenogeniques 
produisant des particules virales exprimant le gene TK 
du virus de 1' Herpes et infectant selectivement les 
cellules tumorales . Apres une periode de transduction 
du gene TK dans les cellules tumorales in vivo , la 
25 grande majorite de la masse tumorale est eliminee par 
un traitement par le Ganciclovir (GVC) . Cependant les 
inconvenients principaux restent les memes , a savoir 
1' absence de garantie quant a 1 • elimination totale des 
cellules tumorales et la memorisation. 
30 Ces deux approches font appel a des cellules 

xenogeniques capables d'exprimer des particules 
virales pouvant transduire le gene TK dans les 
cellules tumorales . La seconde approche , comparee a 
celle developpee par Culver et al . , est plus efficace 
35 , car elle mime une situation de metastases hepatiques 
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d'un cancer primaire du colon, et elle intervient sur 
un foyer tumoral bien developpe et visible 
macroscopiquement . 

Dans une autre technique decrite dans la 
5 demande PCT/US 92/06 188 (UNIVERSITE DE ROCHESTER), on 
reinjecte a des patients atteints de cancers leurs 
propres cellules cancereuses dans lesquelles un gene 
suicide a ete introduit. 

Les essais decrits dans cette demande montrent 

10 que le traitement par ce type de composition 
cellulaire transgenique, puis par la substance 
relative au gene suicide, permet d'entralner la 
destruction dans l'organisme non seulement des 
cellules objets de la demande ma is aussi des autres 

15 cellules cancereuses. La destruction des cellules 
transgeniques dans l'organisme entraine ainsi la 
destruction des autres cellules cancereuses non 
transgeniques . Les compositions decrites dans cette 
demande ne comprexuient pas de virus . 

20 Enf in, une technique basee sur l'emploi combine 

d* impulsions electriques et d' injections locales de 
cellules allogeniques ou xenogeniques secretant 
1 1 Interleukine-2 a ete recemment developpee ( MIR et 
al . , (1992) Compte-Rendu de I'Academie des Sciences de 

25 Paris , serie III, 314, 539-544). 

L'electrochimiotherapie consiste selon MIR et 
al. (Eur. J. Cancer 1991 , 27, 68-72 ) a injecter de 
maniere locale de la bleomycine et a appliquer a 
proximite de la tumeur des impulsions electriques . 

30 L' utilisation combinee de ces deux methodes 

potentialise l f effet anti-tumoral observe pour chacune 
des deux methodes utilisees individuellement . 

Cependant , 1 1 electrochimiotherapie presente 
1 1 inconvenient majeur , meme en combinaison avec 

35 1 'utilisation de cellules secretant de 1 1 Interleukine- 
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2 , de n*etre facilement applicable gu'a des tuineurs 
dont un foyer au moins est accessible . 

II ressprt done clairement de 1 ■ etat de la 
technique analyse ci-dessus que les methodes decrites 
5 ne sont pas toujours efficaces , en particulier a 
I'encontre de tuineurs etablies , et qu'elles ne 
fournissent pas systematiquement de memoire 
immunitaire specif ique de cette tumeur , ou ne 
permettent qu'un traitement local des tumeurs • 

10 Les demandeurs se sont done attaches a trouver 

une composition permettant d'obtenir d'une part une 
disparition rapide d'une tumeur , quelle que soit sa 
localisation , et d' autre part une immunisation 
specif ique et a long terme de l'organisme a I'encontre 

15 de la tumeur traitee - 

lis ont ainsi mis en evidence de maniere 
surprenante que la combinaison de moyens de secretion 
d ' immunomodulateurs , et de vecteurs conduisant de 
maniere specifique au suicide des cellules tumorales , 

20 permet le plus souvent d'obtenir une disparition 
rapide et definitive de la tumeur et une immunisation 
specifique a long terme de l'organisme a I'encontre de 
cette tumeur • ' 

La presente invention a done pour objet une 

25 composition destinee a traiter les tumeurs 
d 1 organismes humains ou animaux et a les immuniser a 
I'encontre de cette tumeur, ladite composition 
comprenant en association synergique : 

- des cellules , des virus , ou des bacteries 
30 exprimant de maniere transitoire dans l'organisme au 

moins un gene leur permettant de produire in vivo un 
ou plusieurs immunomodulateurs , et 

- des virus , ou des cellules produisant des 
virus , lesdits virus infectant, si possible , 

35 pref erentiellement les cellules en division de 
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l'organisme a traiter , et portant dans leur genome au 
raoins un gene dont 1' expression dans les cellules en 
division va entrainer leur mort . 

Avantageusement , la composition telle que 
5 decrite ci-dessus est compos ee de cellules produisant 
in vivo un ou plusieurs immunomodulateurs et 
produisant en outre des virus portant dans leur genome 
au moins un gene dont 1' expression dans les cellules 
en division va entrainer leur mort . 
10 Les cellules utilisees dans ces compositions 

seront pref erentiellement des cellules allogeniques ou 
xenogeniques , afin de permettre leur elimination des 
organismes traites • Elles pourront elles-memes etre 
inf ectees par ou productrices de virus portant dans 
15 leur genome au moins un gene dont 1' expression dans 
des cellules en division va entrainer leur mort, telle 
que definie ci-dessus . 

Ladite composition peut ainsi comprendre des 
cellules dans lesquelles le virus utilise pour 
20 infecter les cellules de l'organisme en division est 
responsable de la production de 1 • immunomodulateur * 

Les immunomodulateurs sont avantageusement 
1 • Interleukine-2 , 1 • Interleukine-4 , 1 • Interleukine-7 , 
le TNF ( Tumor Necrosis Factor ) 1 ' Inter feron-gamma, 
25 le GM-CSF ( Colony Stimulating Factor 

granulomonocytaire ) , seuls ou en combinaison . 

Ces immunomodulateurs peuvent etre exprimes, 
outre les cellules et bacteries citees ci-dessus / a 
partir de genes portes sur le genome de virus , tels 
30 que des retrovirus , des virus Pox ( virus de la 
vaccine , Canary Pox ) , des Adenovirus ainsi que des 
virus defectifs associes aux Adenovirus (AAV) . 

Les bacteries peuvent etre des bacteries 
intracellulaires produisant un immunomodulateur . 
35 On notera que les immunomodulateurs peuvent 
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etre apportes par tout moyen, en plus des cellules, 
des bacteries ou des virus, permettant le relarguage 
d ' immunomodulateurs dans 1* organisme : un tel moyen 
est par exemple une micropompe gref fee et liberant des 
5 inuminomodulateurs dans 1 'organisme . 

Les virus infectant pref erentiellement les 
cellules en division de 1' organisme traite et portant 
dans leur genome au mo ins un gene dont 1' expression 
dans les cellules en division va entralner leur mort , 

10 ou agents de lyse , sont pref erentiellement des 
retrovirus , des Pox virus ou des Adenovirus . Ces 
virus seront d'autant plus avantageux qu'ils peuvent 
presenter la propriete d'infecter ou tuer 
pref erentiellement et en majeure partie les cellules 

15 de 1' organisme qui se divisent . 

lis peuvent etre apportes par des cellules 
choisies afin qu'elles soient eliminees rapidement 
dans l f organisme notamment alio- ou xenogeniques . 

Le gene dont 1' expression dans les cellules en 

20 division va entrainer leur mort est pref erentiellement 
le gene d'une thymidine kinase ou d'une cytosine 
deaminase . La mort des cellules portant ces genes 
sera induite en leur fournissant respectivement du 
Ganciclovir et de la 5-fluoro cytidine. 

25 La presente invention est en outre relative a 

1 'utilisation de la composition decrite ci-dessus pour 
la fabrication d'un medicament pour le traitement des 
tumeurs et cancers et pour 1 ' immunisation de 
l v organisme a 1 1 encontre de ces maladies. 

30 De maniere avantageuse , tous les elements de 

la composition sont administres simul tanement . lis 
peuvent etre presentes simultanement ou 

independamment . 

II est aussi possible d ' adminis trer de maniere 

35 decalee dans le temps les deux composants principaux . 
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Ainsi , avantageusement, on administre tout d'abord 
les virus, ou cellules produisant les virus , 
infectant pref erentiellement les cellules de 
1 'organisme en division et portant dans leur genome au 
5 moins un gene, dont I'expression dans les cellules en 
division va entrainer leur mort , puis les substrats, 
dont la metabolisation par les cellules en division va 
entrainer leur mort . 

Cette phase d ' elimination de la masse tumoral e 
10 est suivie d'une phase d • immunisation de 1* organisme a 
1 ' encontre de cette tumeur par administration des 
cellules , des virus ou des bacteries exprimant les 
immunomodulateurs . 

La composition selon 1' invention peut etre 
15 introduite par tout moyen a la portee de l'homme du 
metier et en particulier par injection a la seringue 
sous imagerie medicale . 

Ce traitement est avantageusement local mais 
peut tout aussi bien etre systemique . 
20 La presente invention est illustree par 

l'exemple ci-apres en reference a la figure unique 
annexee qui represente la carte du vecteur retroviral 
pMTK • 
EXEMFLE : 

25 Traitement de souris presentant des tumeurs par 

des cellules secretant de 1 T Interleukine-2 et 

produisant le retrovirus PMTK. 

Des souris C56 BL/6 presentant des tumeurs ont 

ete traitees par une composition contenant des 
30 cellules allogeniques produisant de 1 ' Interleukine-2 

et le retrovirus PMTK qui porte le gene de la 

thymidine kinase du virus HSV1 . 

Les injections ont ete effectuees pres des 

tumeurs . 

35 Le vecteur pMTK ( voir figure ) presente les 
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caracteristiques suivantes : 

LTR-5'- Mov3 jusqu'au site BamHl (-350 du depart de 
transcription ) , 

- Movl3 du site BamHl (-350) jusqu'au site Kpnl 

5 ( + 30) 

- Mov9 du site Kpnl (+30) jusqu'au site Pstl 
(+560) (contient la sequence de conditionnement ) 

- La sequence non codante en 3 ' du site Clal (+ 
7674) jusqu'a U3 (+ 7817) provient de Mov3 . 

10 LTR-3V - Mov3 jusqu'au site BamHl positionne en 7910 
(ou -350) , 

- Movl3 jusqu'a la fin de U5 . 

Une lignee cellulaire de conditionnement 
CRIP est co-trans f ectee par le plasmide pMTK (20^/g) et 
15 le plasmide pWLNeO (1 tig) . Plusieurs clones ont . ete 
isoles en selection G418 . 

Le titre du clone selectionne est de 5.1G 5 
particules inf ectieuses/ml , tel que mesure par la 
capacite de conferer une resistance en HAT 
20 (Hypoxanthine, Aminopterine, Thymidine) pour des 
cellules L TK". L • infection des cellules L TK" se 
realise avec des dilutions successives du surnageant 
contenant les particules virales . 
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REVINDICATIONS 
1. Composition destinee a traiter les tumeurs 
d 1 organismes humains ou animaux et a immuniser cus 
organismes a l'encontre des tumeurs, ladite 
5 composition comprenant en association synergique : 

- des cellules, des virus, ou des bacteries 
exprimant de maniere transitoire dans 1 'organisme au 
moins un gene leur permettant de produire in vivo un 
ou plusieurs immunomodulateurs , et 
10 - des virus , ou des cellules produisant des 

virus, lesdits virus infectant pref erentiellement les 
cellules en division de 1' organisme traite et portant 
dans leur genome au moins un gene dont 1* expression 
dans les cellules en division va entrainer leur mort . 
15 2. Composition selon la revendication 1, 

caracterisee en ce que les cellules produisent in vivo 
un ou plusieurs immunomodulateurs et produisent en 
outre des virus portant dans leur genome au moins un 
gene dont 1' expression dans les cellules en division 
20 va entrainer leur mort . 

3. Composition selon l'une des revendications 1 
et 2 caracterisee en ce que les cellules sont 
allogeniques ou xenogeniques pour les organismes 
traites . 

25 4. Composition selon l'une des revendications 1 

a 3 , caracterisee en ce que les immunomodulateurs 
sont 1 ' Interleukine-2 , 1 ' Interleukine-4 , 

1 ' Interleukine-7, le TNF , 1 • Inter fer on- gamma, le GM- 
CSF , seuls ou en combinaison • 

30 5. Composition selon l'une des revendications 1 

a 3 , caracterisee en ce que les virus portent un gene 
exprimant la thymidine kinase ou la cytosine 
deaminase . 

6. Composition selon l'une des revendications 1 
35 a 5, caracterisee en ce que les virus sont des 
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retrovirus , des Adenovirus , des virus associes aux 
Adenovirus ou des virus Pox* 
4 7. Utilisation de la composition selon I'une 

des revendications 1 a 6 pour la fabrication d'un 
5 medicament pour le traitement des tumeurs et cancers 
et/ou 1 f immunisation de l'organisme a 1 * encontre de 
ces maladies - 

8. Utilisation selon la revendication 1 , 
caracterisee en ce que les differents composants de la 

10 composition sont presentes simultanement ou 
independamment . 

9. Utilisation selon la revendication 7, 
caracterisee en ce que les virus ou les cellules 
produisant les virus, infectant pref erentiellement les 

15 cellules d'organismes en division , et portant dans 
leur genome au moins un gene dont 1' expression dans 
les cellules en division va entrainer leur mort , sont: 
administres anterieurement ou simultanement a 
1 f administration des cellules, virus , ou bacteries, 

20 produisant les immunomodulateurs. 

10. Utilisation selon l'une des revendications 
6 a 9 , caracterisee en ce que les cellules, virus ou 
bacteries produisant les immunomodulateurs sont 
remplaces par tout autre moyen permettant le 

25 relarguage d f immunomodulateurs dans l'organisme , tel 
qu'une micropompe . 
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